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Introdução
Estudos preliminares por nós realizados em 
cães rafeiros (Canis familiaris) que inalaram 
aerossóis de Bacillus subtilis marcados com 
tecnécio -99m, mostraram não só o rápido 
desaparecimento da actividade pulmonar 
como a possibilidade de visualizar a rede 
linfática pulmonar profunda.
A impossibilidade da utilização de bacilos, 
mesmo saprófitas, em humanos, fez surgir a 
ideia de desenvolver lipossomas radioactivos 
com membranas molecularmente modela-
das de forma a ter estrutura próxima à da 
parede destes bacilos, de modo a simular o 
seu comportamento mecânico na rede linfá-
tica pulmonar, mas sem apresentarem quais-
quer efeitos patogénicos.
A composição molecular da membrana dos 
Bacillus subtilis é conhecida1,2,3, pelo que foi 
possível prever as estruturas que devem ser 
responsáveis pelo seu comportamento dinâ-
mico a nível da membrana alveolo capilar.
O principal objectivo deste trabalho foi o 
desenvolvimento de nanolipossomas, com as 
propriedades membranares dos Bacillus sub-
tilis, e o estudo do seu comportamento num 
modelo animal após marcação com 99mTc-
-HMPAO, no sentido do desenvolvimento 
de um método prático e não invasivo de vi-
sualização das cadeias linfáticas, com fins de 
diagnóstico em medicina nuclear em inúme-
ras situações patológicas pulmonares.
Sistema linfático pulmonar
O sistema linfático pulmonar é de crucial 
importância na depuração alveolar e inters-
ticial, não só imediatamente após o nasci-
mento e durante a alveolização, com a re-
moção rápida dos fluidos do pulmão fetal, 
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mas também durante toda a vida, uma vez 
que uma grande diversidade de substâncias 
podem atingir os alvéolos pulmonares, de-
vendo ser depuradas, para permitir uma efi-
ciente troca de gases através da barreira 
alveolo capilar4,5,6,7.
Os linfáticos pulmonares, como em qual-
quer outro órgão, consistem em linfáticos 
colectores e capilares linfáticos4,5,6,7. Os va-
sos linfáticos colectores, apresentam válvu-
las regularmente distribuídas ao longo do 
seu comprimento e compreendem os ramos 
principais de drenagem linfática pulmonar, 
recebendo a linfa a partir dos capilares linfá-
ticos. Esta linfa é posteriormente drenada 
em direcção aos nódulos linfáticos dos hilos 
pulmonares e à circulação sistémica, depois 
de ter passado pelos nódulos linfáticos tra-
queobrônquicos, traqueais e paratraqueais8. 
Os capilares linfáticos estão localizados nos 
locais de trocas extracelulares com o inters-
tício pulmonar, permitindo uma contínua 
drenagem de fluidos intersticiais, macromo-
léculas e células6,7.
Os linfáticos pulmonares (Fig. 1) distribuem-
-se em duas redes interligadas: a rede pleural 
superficial, localizada no tecido conjuntivo 
sub mesotelial da pleura visceral, e a rede in-
trapulmonar profunda, constituindo os lin-
fáticos peribroncovasculares, localizada nas 
lâminas de tecido conjuntivo das árvores 
brônquica e vascular pulmonares6,7.
Os linfáticos pleurais, localizados dentro do 
tecido conjuntivo submesotelial da pleura, 
estão organizados formando uma rede de 
vasos que correm sobre a superfície pulmo-
nar, em direcção ao hilo pulmonar, onde se 
anastomosam com os linfáticos da rede pro-
funda6,8.
Os linfáticos peribroncovasculares enrolam-
-se à volta das várias ramificações das vias 
aéreas, até ao nível dos bronquíolos respira-
Fig. 1 – Representação esquemática da distribuição e organização dos linfáticos pulmonares.
(Adaptada de Nagaishi e Okada)
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tórios, assim como dos vasos pulmonares 
arteriais e venosos, sendo a drenagem linfá-
tica paralela ao sistema broncovascular.
Estes dois plexos, que em termos anatómi-
cos se encontram interligados a nível hilar e 
pleural, em termos funcionais, dada a diver-
sa orientação das suas válvulas, devem per-
manecer mais ou menos isolados4,8.
O plexo linfático superficial deve transferir a 
linfa da pleura e da fina lâmina adjacente do 
parênquima sub pleural até ao hilo pulmo-
nar, via superfície do pulmão, enquanto o 
plexo peribroncovascular drena o restante 
parênquima pulmonar, ao longo das ramifi-
cações dos vasos sanguíneos e vias aéreas.
Adicionalmente, são encontrados muitos 
capilares linfáticos nas regiões justaalveola-
res, os quais são contíguos à parede alveolar, 
estando separados do lúmen do alvéolo ape-
nas pelo epitélio alveolar e tecido conjunti-
vo de suporte, o qual pode ser muito fino e 
conter poucos vasos4,65,8.
Deste modo, os linfáticos pulmonares estão 
presentes no tecido conjuntivo laxo que su-
porta as células pleurais mais periféricas e 
que envolve os lobos pulmonares, nos sep-
tos interalveolares, nas lâminas peribrônqui-
cas e nas lâminas perivasculares.
Teoria do método
A necessidade de realizar estudos linfográfi-
cos pulmonares no homem, como acontece 
nas patologias linfáticas obstrutivas, tem 
sido satisfeita radiologicamente9, sobretudo 
através da linfografia indirecta.
Mais recentemente, a introdução de técni-
cas radioisotópicas permitiram a realização 
de linfocintigrafias indirectas, com a admi-
nistração dos traçadores por via intrapleural 
ou a nível dos membros. Qualquer destes 
métodos é invasivo, incómodo para o doen-
te e de difícil realização técnica.
A nossa abordagem baseou -se nas proprie-
dades dinâmicas e funcionais do sistema lin-
fático pulmonar para o desenvolvimento de 
um traçador que fosse drenado por via linfá-
tica, após inalação, e fosse detectável exter-
namente com uma câmara de raios gama.
Como primeira abordagem, pensámos usar 
um microrganismo saprófita das vias aéreas, 
marcá -lo com um traçador radioactivo, 
administrá -lo sob a forma de um aerossol e 
seguir o seu trajecto e posterior localização.
A escolha recaiu sobre os Bacillus subtillis, 
que usámos nas formas vegetativa e esporu-
lada, marcados com 99mTc quelado pela exa-
metazima (HMPAO) (Ceretec™, G.E. He-
althcare, UK) e administrados, sob a forma 
de aerossóis, a cães.
As imagens obtidas revelaram a existência 
de vias de drenagem linfática profundas, 
com o aparecimento inicial de localizações 
nodulares na região dos pescoço, e inguinal 
em tempos mais tardios, não havendo gran-
des diferenças em relação à forma vegetativa 
ou esporulada.
Estando fora de questão a utilização em hu-
manos de qualquer forma de microrganis-
mos, mesmo saprófita, pensou -se em pro-
duzir transportadores com parede similar à 
estrutura molecular das membranas celula-
res dos bacilos, mas expurgadas de todas as 
componentes capazes de induzirem respos-
tas imunes por parte do hospedeiro.
O que se pretendia então era conseguir uma 
formulação lipossómica, cuja composição da 
bicamada fosse tal que simulasse o comporta-
mento dinâmico dos Bacillus subtilis, sem as 
desvantagens destes, mas com as vantagens 
inerentes aos lipossomas, isto é, serem inertes, 
terem boa tolerância e serem biodegradáveis.
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Face ao comportamento semelhante das 
duas formas de bacilos in vivo, e dado que a 
forma esporulada mostrou uma drenagem 
linfática mais rápida, para além de ser mais 
facilmente manipulável, foi a membrana 
dos esporos a ser utilizada como modelo 
para a parede dos lipossomas.
O esporo do Bacillus subtillis tem uma pare-
de complexa constituída por diversas cama-
das de composição variável: o exosporo, a 
camada densa exterior (CDE), a camada in-
terna (CI), o córtex (Cx), a parede celular 
germinativa (PCG) e a membrana celular 
(MC) (Fig. 2).
O exosporo, que representa a camada mais 
exterior do esporo, é constituída por prote-
ínas e fosfolípidos, nomeadamente cardioli-
pina, também designada por difosfatidilgli-
cerol. A camada densa exterior (CDE) e a 
camada interna (CI) têm na sua constitui-
ção proteínas, onde predomina a poliglici-
na ii, e aminoácidos, dos quais os mais im-
portantes são o ácido glutâmico, a lisina e a 
serina. No córtex esporular (Cx) predomi-
nam os mucopeptídeos e os peptidoglica-
nos, nomeadamente o ácido N -acetil murâ-
mico. A parede celular germinativa (PCG), 
por vezes designada por membrana corti-
cal, permanece ligada em alguns locais ao 
córtex e é fundamentalmente constituída 
por mucopeptídeo, enquanto a membrana 
celular (MC) contém proteínas e lípidos. 
Dentro destes, existem em grande quanti-
dade fosfolípidos, diglicosil diglicerídeo e 
lípidos neutros. Dos fosfolípidos da mem-
brana celular do esporo, existe um nítido 
predomínio de cardiolipina, para além de 
fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e li-
poaminoácidos, como lisina, alanina, glici-
na e leucina1,2,3,11,12.
O estudo da composição do esporo do Baci-
lus subtillis revela assim a existência de gran-
des quantidades percentuais de fosfolípidos 
carregados negativamente.
O valor da carga negativa à superfície dos li-
possomas tem primordial importância, por-
que o endotélio pulmonar actua como uma 
barreira positiva. Este facto foi provado por 
Fig. 2 – Composição química do esporo do Bacillus subtilis. Exosporo: proteínas, 
fosfolípidos (cardiolipina); CDE e CI: proteínas (poliglicina II), aminoácidos (ácido 
glutâmico, lisina, serina); Cx: mucopeptídeo, peptidoglicanos (ácido N -acetil mu-
râmico); PCG: mucopeptídeo; MC: proteínas, lípidos: lípidos neutros, diglicosil 
diglicerídeo, fosfolípidos (cardiolipina, fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e 
lipo aminoácidos) (Adaptado de www.gsbs.utmb.edu/microbook/ch002.htm)
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estudos efectuados por vários autores sobre a 
drenagem linfática pulmonar, os quais reve-
laram um mais rápido aparecimento linfáti-
co de compostos aniónicos do que os catió-
nicos de igual peso molecular13.
Para apresentar comportamento semelhante 
aos esporos do Bacillus subtilis, a parede do 
lipossoma modelado deve ser constituída 
por um fosfolípido-base, um fosfolípido 
com carga negativa e resíduos que lhe confi-
ram especificidade idêntica à dos Bacillus.
Em relação ao fosfolípido-base, optámos 
pelo diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), um 
fosfolípido saturado com 18 carbonos nas 
duas cadeias acil e que tem uma temperatu-
ra de transição de fase de 56ºC14 -20.
Relativamente ao fosfolípido com carga 
negativa, e apesar de a cardiolipina (CP) 
ser o lípido predominante da composição 
do esporo do Bacillus subtilis2, a sua utili-
zação em humanos levanta problemas por 
ser um lípido imunogénico21. Assim, optá-
mos pelo fosfatidilglicerol (FG), que tam-
bém tem carga negativa e está presente na 
parede do esporo. Porém, também fizemos 
formulações que continham cardiolipina, 
por ser o fosfolípido predominante na es-
trutura esporular e para podermos compa-
rar comportamentos.
Como resíduos, escolhemos o ácido glutâmi-
co (AG), um aminoácido presente na camada 
densa exterior e na camada interna do espo-
ro, e o ácido N -acetil murâmico (ANAM), 
um aminoaçúcar dos peptidoglicanos do cór-
tex esporular11,12.
A introdução do colesterol (CL) na bicama-
da lipossómica foi igualmente considerada, 
uma vez que ele tem um efeito de estabiliza-
ção membranar14,22, prevenindo simultanea-
mente a agregação dos nanolipossomas de 
DSPC durante o armazenamento a 4ºC17.
Desenhámos então sete possíveis formu-
lações lipossómicas com a seguinte com-
posição (entre parêntesis está a proporção 
molar de cada componente): Formulação 
A – DSPC:FG:AG [8:1:1]; Formulação B 
– DSPC:FG:ANAM [8:1,5:0,5]; Formu-
lação C – DSPC:CP:ANAM [8:1:1]; For-
mulação D – DSPC:FG:CP [8:1:1]; For-
mulação E – DSPC:FG:CP:CL [7,5:1:1:0,5]; 
Formulação F – DSPC:FG:ANAM:CL 
[7,5:1,5:0,5:0,5]; Formulação G – 
DSPC:CP:ANAM:CL [7,5:1:1:0,5].
Estas formulações foram avaliadas in vitro, 
no sentido de se escolher aquela que tivesse 
um melhor comportamento como traçador 
radioactivo, para a visualização das vias de 
drenagem linfáticas pulmonares profundas, 
após a sua administração por via inalatória 
sob a forma de aerossol.
Materiais e métodos
Lipossomas
Preparação dos lipossomas
Prepararam-se diferentes lipossomas de 
acordo com as sete formulações referidas, a 
partir de misturas de lípidos em concentra-
ção de 50 mg/ml. Os lípidos escolhidos fo-
ram dissolvidos em 2 ml de clorofórmio e 
misturados nas respectivas proporções num 
pequeno balão de vidro. Estas soluções lipí-
dicas foram depois evaporadas num evapo-
rador rotativo em atmosfera inerte de azoto 
e à temperatura ambiente, durante cerca de 
duas horas, para formar um filme lipídico 
na parede do balão. Depois de obtido o fil-
me, o balão ficou numa estufa de vácuo du-
rante 10 a 15 horas, para assegurar a total 
evaporação do clorofórmio17,21.
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Após a total evaporação do clorofórmio, os 
filmes lipídicos foram hidratados com uma 
solução de glutatião reduzido (GSH) em soro 
fisiológico com uma concentração de 100 
mM, com agitação vigorosa em vórtex22 -25. 
Em seguida, os balões de vidro contendo as 
várias soluções lipídicas foram aquecidos em 
banho -maria a uma temperatura de 65ºC 
durante 10 minutos. Este procedimento 
(aquecimento seguido de agitação vigorosa) 
foi repetido duas vezes, o que permitiu obter 
lipossomas multilamelares. Os lipossomas 
multilamelares foram depois extrusados 20 
vezes através de duas membranas justapostas 
de policarbonato (Nucleopore, CA, USA), 
com poros de 100 nm, montadas num mini-
extrusor (LiposoFast™, Avestin, USA), ao 
qual estão adaptadas duas seringas Hamilton 
de 0,5 ml (Hamilton, NV, USA)26 -28 para for-
mar lipossomas unilamelares com um índice 
de polidispersão pequeno.
Sequidamente, os lipossomas unilamelares 
foram passados, à temperatura ambiente, 
por uma minicoluna de cromatografia por 
exclusão molecular de Sephadex G25 para 
remover o glutatião reduzido (GSH) que 
não ficou retido no núcleo aquoso dos 
lipossomas29 -32. Para a separação, as colunas 
foram previamente lavadas com soro fisioló-
gico, pH = 7,4 com um caudal de aproxi-
madamente de 21 ml/h, após o que se colo-
caram amostras de 500 l de cada formulação 
lipossómica17,28,33.
Marcação dos lipossomas
Para marcar os lipossomas previamente pre-
parados, modificámos um método já descri-
to por Phillips e colaboradores22,25,34,35. Kits 
de HMPAO, contendo 0,5 mg de exameta-
zima, 7,6 μg de cloreto estanhoso (SnCl2) e 
4,5 mg de cloreto de sódio (NaCl) foram 
reconstituídos com 740 MBq (20 mCi) de 
pertecnetato de sódio frescamente eluído, e 
deixados em repouso a incubar, à tempera-
tura ambiente, durante 5 minutos.
O complexo 99mTc -HMPAO obtido foi 
sempre controlado por microcromatografia 
ascendente, para avaliar a efciência de mar-
cação e a pureza radioquímica. Para marca-
ção dos lipossomas, apenas os kits com efi-
ciência de marcação inferior a 80% eram 
usados, de acordo com as recomendações do 
fabricante, para os estudos de perfusão cere-
bral. O complexo 99mTc -HMPAO foi então 
adicionado a 1,5 ml de cada formulação li-
possómica contendo GSH, ficando a incu-
bar durante 30 minutos, à temperatura am-
biente. Após este período de incubação, os 
lipossomas de cada formulação foram sepa-
rados de qualquer contaminante, através de 
uma segunda passagem por uma minicolu-
na de Sephadex G25.
A eficiência de marcação das diversas for-
mulações lipossómicas marcadas pelo 99mTc-
-HMPAO foi avaliada através de microcro-
matografia ascendente em sílica -gel em 
camada fina (ITLC -SG – instant thin layer 
chromatography – silica gel) com soro fisioló-
gico como fase móvel. Neste sistema, os li-
possomas devem permanecer na origem, 
migrando com a frente do solvente qualquer 
contaminante36 -38.
Para verificar se o complexo 99mTc -HMPAO 
se encontrava dentro do núcleo aquoso dos 
lipossomas, durante a segunda passagem 
pela minicoluna de Sephadex G -25, 
colheram -se 120 fracções de eluato de 250 
μl cada, as quais foram contadas num con-
tador de poço para análise radioactiva.
nanorradiolipossomas modulados molecularmente para estudar 
a drenagem linfática profunda pulmonar
MF Botelho, MA Tavares Marques, Célia Gomes, AM Ferreira da Silva, Vasco Bairos, MA Santos Rosa, A Pena Abrunhosa, JJ Pedroso de Lima
R e v i s t a  P o r t u g u e s a  d e  P n e u m o l o g i a S 33
Vol XVI  Suplemento 1  Janeiro 2010
Medição do diâmetro e da carga 
à superfície dos lipossomas
A distribuição do diâmetro dos lipossomas 
foi determinada por dispersão quase elástica 
da luz, através de um Coulter N4 Plus. A 
dispersão quase elástica da luz, muitas vezes 
designada por dispersão dinâmica da luz ou 
espectroscopia por correlação fotónica, ana-
lisa as flutuações na intensidade da luz dis-
persa geradas pela difusão das vesículas na 
suspensão lipossómica, através de uma auto-
correlação digital39-41. O coeficiente de difu-
são medido é usado para obter o raio hidro-
dinâmico médio, o que permite o cálculo do 
diâmetro médio das vesículas14,42.
A carga à superfície dos lipossomas foi de-
terminada por velocimetria por laser Dop-
pler usando um Coulter Delsa 440, que rea-
liza medições segundo quatro diferentes 
ângulos de luz incidente: 34,7º, 26º, 17,4º 
e 8,7º. Estas medições permitem o cálculo 
da mobilidade electroforética e do potencial 
zeta das amostras.
Estudos de estabilidade
A integridade da parede lipossómica ao lon-
go do tempo das diferentes formulações foi 
avaliada in vitro por microcromatografia as-
cendente. Neste sistema, uma diminuição 
da eficiência de marcação significa uma per-
da do conteúdo aquoso lipossomal e pode 
ser considerada um indicador da integrida-
de da parede.
Os efeitos disruptivos induzidos por fluidos 
biológicos na parede das diversas formula-
ções lipossómicas desenvolvidas foram ava-
liados através de um sistema ITLC -SG/soro 
fisiológico. A estabilidade lipossómica foi 
determinada após incubação a 37ºC de ali-
quotas das diferentes formulações em soro 
fisiológico, soro humano, plasma humano e 
numa solução de albumina humana (4 mg/
/ml). Estas soluções foram usadas tanto fres-
cas como após terem sido incubadas a 56ºC, 
durante 30 minutos, com o objectivo de 
inactivar o complemento das fracções san-
guíneas. O soro fisiológico e a solução de 
albumina humana foram usadas para con-
trolo cruzado14,43.
A estabilidade da parede foi também avalia-
da por quantificação das perdas do conteú-
do aquoso, de 30 em 30 minutos, até perfa-
zer 5,30 horas, após a segunda cromatografia, 
por exclusão molecular de Sephadex G -25. 
Para esta avaliação, usámos igualmente um 
sistema ITLC -SG/soro fisiológico.
Como pretendíamos administrar os liposso-
mas sob a forma de aerossóis gerados por um 
nebulizador ultrassónico, estudámos os efei-
tos que ultrassons com uma frequência de 
2,7 MHz induzem na integridade da parede 
dos lipossomas. Assim, amostras das diferen-
tes formulações lipossómicas foram analisa-
das por microcromatografia, usando o siste-
ma previamente descrito, antes e depois de 3 
minutos de nebulização44,45,46.
Produção de aerossóis
Usámos um nebulizador ultrassónico Heyer 
69 que gera ultrassons com 2,7 MHz, os 
quais são usados para a produção dos aeros-
sóis. A água do reservatório de nebulização 
foi arrefecida até 5-6ºC, para se minimiza-
rem os efeitos do aumento da temperatura 
provocada pelos ultrassons.
Toxicidade
A citotoxicidade do lipossomas foi estudada 
numa população linfomonocítica humana. 
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As células foram incubadas com e sem lipos-
somas com diferentes concentrações duran-
te 4 horas à temperatura de 20ºC. Após a 
incubação, as células foram marcadas com 
marcadores membranares (CD3, CD14 e 
HLADR) e incubadas durante 10 minutos à 
temperatura de 20ºC. As células foram de-
pois lavadas com PBS e analisadas por cito-
metria de fluxo.
Em termos de radiotoxicidade, as doses ab-
sorvidas foram calculadas pelo método da 
fracção absorvida, segundo as regras MIRD 
(medical internal radiation dose commit-
tee)47, 48.
Estudos de modulação molecular
Com o objectivo de estabelecer comparação 
com a parede do esporo do Bacillus subtilis, 
utilizámos um programa específico de mo-
dulagem molecular, o CACHE, da Oxford 
Molecular, para o cálculo das estruturas esteá-
ricas correspondentes à mínima energia po-
tencial, tanto da parede do Bacillus subtilis 
como da parede dos lipossomas. Para o cál-
culo dos raios de Van der Walls, utilizou -se 
um algoritmo de minimização de mecânica 
molecular, chamado MM2.
Estudos in vivo
Material
Para os estudos de microscopia electrónica 
de varrimento utilizou -se um microscópio 
electrónico de varrimento Jeol T330, tendo 
a avaliação sido efectuada num rato macho 
adulto wistar.
Para a realização de estudos dinâmicos in 
vivo, usaram -se 20 porcos (Sus scrofa). Para 
a aquisição das imagens utilizou -se uma câ-
mara de raios gama General Electric 400 
AC, controlada por um computador (Genie 
ACQ), que corre em plataforma IBM com-
patível.
Os dados foram processados numa estação 
de trabalho dedicada Hewlett Packard (Ge-
nie P & R), que corre numa plataforma 
UNIX. As amostras foram pesadas numa 
balança de precisão Precisa 205A Superbal-
-series e a contagem das mesmas num con-
tador de poço DPC gamma -C12.
Microscopia electrónica de varrimento
Para a visualização das vias de drenagem lin-
fática profundas, os lipossomas modulados 
teriam que atingir os linfáticos justa-
alveolares e os capilares linfáticos associados 
aos bronquíolos respiratórios, isto é, os li-
possomas teriam que atingir a zona respira-
tória do pulmão. Optámos pois por 
administrá -los sob a forma de aerossóis, e 
verificámos a sua deposição sobre o epitélio 
alveolar por microscopia electrónica de var-
rimento (MEV) num rato macho adulto 
wistar após ter inalado um aerossol conten-
do lipossomas da formulação F. Vinte mi-
nutos depois da inalação, e após aprofunda-
mento da anestesia, o tórax do rato foi 
aberto e o compartimento vascular pulmo-
nar perfundido com soro fisiológico a 37ºC 
com um caudal de 7 ml/min. Seguidamente 
realizou -se uma aortotomia a nível abdomi-
nal, para eliminação do líquido de perfusão. 
A lavagem vascular demorou cerca de dois 
minutos, altura em que o líquido de perfu-
são se tornou límpido. Após esta lavagem, 
procedeu -se à fixação com uma solução de 
formaldeído a 4%, v/v, em tampão fosfato 
0,1 M, pH = 7,4 e temperatura ambiente 
durante 3 a 5 minutos.
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Após a fixação, foram colhidos fragmentos 
de pulmão com dimensões de cerca de 
3×3×3 mm, imersos numa solução de for-
maldeído a 4 %, v/v, em tampão fosfato 0,1 
M, pH = 7,4. Seguiu -se a desidratação com 
acetona, em passagens sucessivas com con-
centrações crescentes de 20 % v/v a 100 % 
v/v. Seguidamente, os fragmentos foram se-
cos por ponto crítico de CO2 numa unida-
de 3000 CP (Polaron), equipada com um 
manómetro de alta pressão e outro de tem-
peratura, sendo o sistema de variação de 
temperatura dentro da câmara assegurada 
por um sistema de banho -maria com circu-
lação de água Thermed 5001 (GLF). As 
amostras foram finalmente colocadas em 
suportes de cobre por colagem com prata 
(Electron Microscopy Sciences), para serem 
revestidas a ouro por evaporação catódica 
(Polaron). A observação do material foi 
efectuada no microscópio electrónico de 
varrimento T330 (Jeol), seleccionado para o 
módulo de captação de electrões secundá-
rios, sujeito a uma diferença de potencial de 
15 KV.
Estudos linfocintigráficos
Para os estudos linfocintigráficos in vivo, 
administrámos os lipossomas marcados com 
99mTc -HMPAO por via inalatória, sob a for-
ma de aerossol a 20 Sus scrofa.
Para este estudo os Sus scrofa foram aneste-
siados e entubados com um tubo endotra-
queal de 4 mm de diâmetro e mantiveram a 
respiração expontânea com ar ambiente e 
oxigénio terapêutico em SOS. Os animais, 
durante todo o estudo, mantiveram uma 
sonda nasogástrica, para garantir a não de-
glutição de secreções, e, assim, a não exis-
tência de contaminação por via digestiva.
Depois da administração dos aerossóis, foi 
realizada uma aquisição dinâmica de 120 
imagens de 64×64 elementos de resolução e 
duração individual de 30 segundos, a nível 
torácico em vista posterior, através de uma 
câmara de raios gama. Após esta sequência 
foram adquiridas imagens estáticas a nível 
torácico e abdominal de 128×128 elemen-
tos aos 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 
minutos após a inalação. As imagens adqui-
ridas com os lipossomas marcados com o 
99mTc -HMPAO foram processadas com soft-
ware especialmente desenvolvido para o 
efeito e que consistiu na subtracção da cor-
respondente actividade pulmonar, para o 
tempo considerado e tendo em conta o pe-
ríodo efectivo dos lipossomas na área pul-
monar. Esta subtracção permitiu evidenciar 
as localizações nodulares.
Para comparação das imagens adquiridas 
após inalação dos lipossomas marcados, um 
outro porco inalou um aerossol de solução 
de 99mTc -HMPAO. Após esta inalação reali-
zámos uma aquisição dinâmica, a nível torá-
cico, durante 20 minutos, para matrizes de 
64×64 elementos, 6 imagens por minuto, 
seguida de imagens estáticas do tórax e ab-
dómen, de 128×128 elementos aos 20, 30, 
45 e 60 minutos após a inalação.
Para confirmar a localização dos gânglios 
linfáticos abdominais, injectámos no espaço 
interdigital de ambos os membros posterio-
res de dois animais nanocolóides de albumi-
na humana (Nanocoll, Amersham -Sorin, 
Itália) marcados com o 99mTc, um traçador 
específico da drenagem linfática e gânglios 
linfáticos. Imediatamente após iniciámos 
uma aquisição dinâmica a nível abdominal, 
em vista anterior, de 120 imagens de 64×64 
elementos, com duração individual de 30 
segundos. Depois desta sequência adquiri-
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mos imagens estáticas de 128×128 elemen-
tos de resolução aos 60 e 90 minutos após a 
injecção interdigital.
Também para confirmar os gânglios linfáticos 
do abdómen, por visualização directa, dois 
animais foram sujeitos a injecção interdigital, 
no membro posterior esquerdo, de azul -de-
-metileno, corante que drena por via linfática. 
Estes animais foram submetidos a laparoto-
mia com dissecção abdominal, para visualiza-
ção das vias de drenagem linfáticas (Fig. 3).
Para controlo cruzado da estabilidade in vivo 
dos lipossomas, em oito porcos, durante a 
aquisição das imagens, foram colhidas amos-
tras de sangue aos 5 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 
5 e 6 horas, e também de urina. Estas amos-
tras foram pesadas, contadas num contador 
de poço e calculadas as contagens específicas, 
convertidas em percentagem da actividade 
administrada, considerando como 100% o 
máximo da actividade pulmonar. O objecti-
vo era inferir acerca da libertação do conteú-
do aquoso dos lipossomas, que, sendo hi-
drossolúvel, passaria para o sangue e seria 
excretado por via renal.
Quisemos também verificar, pelas imagens, 
se haveria localizações correspondentes ao 
aparecimento de lipossomas na circulação 
sistémica, via retorno venoso, assim como ac-
tividade correspondente à perda do conteú do 
aquoso lipossómico, por degradação da pare-
de lipossomal. Para isso, nas imagens adqui-
ridas, desenhámos regiões de interesse (ROI) 
em algumas regiões (pulmões, fígado, região 
interpulmonar, aorta abdominal, área renal e 
área de projecção da bexiga), nos tempos cor-
respondentes às colheitas de sangue, tendo 
também, para cada ROI, sido calculada a 
percentagem de actividade, considerando 
100% o máximo da actividade pulmonar.
Análise estatística
Os resultados são apresentados como média 
± desvio-padrão. Para a comparação dos re-
sultados entre os grupos, aplicámos um tes-
te t -Student para médias. Aceitaram -se como 
valores de probabilidade estatisticamente 
significativas resultados com p<0,05.
Resultados
Lipossomas
Pretendemos desenvolver lipossomas com 
algumas propriedades físicas semelhantes às 
do género Bacillus, uma vez que é reconheci-
da a sua preferencial drenagem linfática 
quando presentes no tracto respiratório hu-
mano.
Começámos com sete formulações, com a 
finalidade de conseguirmos pelo menos uma 
Fig. 3 – Injecção interdigital de azul-de-metileno no espaço interdigital do membro inferior esquerdo (à es-
querda) e laparotomia exploradora com visualização da drenagem linfática (à direita)
nanorradiolipossomas modulados molecularmente para estudar 
a drenagem linfática profunda pulmonar
MF Botelho, MA Tavares Marques, Célia Gomes, AM Ferreira da Silva, Vasco Bairos, MA Santos Rosa, A Pena Abrunhosa, JJ Pedroso de Lima
R e v i s t a  P o r t u g u e s a  d e  P n e u m o l o g i a S 37
Vol XVI  Suplemento 1  Janeiro 2010
que se caracterizasse pela boa estabilidade, 
facilidade de marcação e com grande especi-
ficidade para os linfáticos pulmonares. Usá-
mos como modelo a membrana do esporo 
do Bacillus subtilis.
As eficiências de marcação para as sete dife-
rentes formulações desenvolvidas são apre-
sentadas na Fig. 4.
As cromatografias ascendentes mostram di-
ferenças claras nos valores médios das eficiên-
cias de marcação dos lipossomas das várias 
formulações com 99mTc -HMPAO. Estas di-
ferenças estão relacionadas com a composi-
ção lipídica da bicamada lipossomal. As for-
mulações com cardiolipina são as que 
apresentam pior eficiência de marcação. 
Contrariamente, a presença de um amino-
-açúcar associado a colesterol aumenta sig-
nificativamente a eficiência de marcação.
Os estudos de estabilidade in vitro foram reali-
zados em soro fisiológico, soro humano, plas-
ma humano e solução de albumina humana 
(4 mg/ml) antes e após aquecimento a 56ºC 
durante 30 min. Os resultados obtidos mos-
tram que as formulações C, D e E apresentam 
pequenas eficiências de marcação, o que está 
relacionado com a menor estabilidade quando 
em presença de fluidos biológicos (Quadro I).
Os resultados obtidos para as eficiências de 
marcação com 99mTc -HMPAO e estabilida-
de in vitro em presença de soro humano, 
plasma humano e solução de albumina hu-
Fig. 4 – Efi ciências de marcação (média ± SD) das sete formulações lipossómicas
Quadro I – Efi ciências de marcação (%) para as diferentes formulações lipossómicas incubadas em diferentes fl uidos, 
antes e depois de aquecidas a 56ºC durante 30 minutos
  Form A  (n=7)  
Form B  
(n=7)  
Form C  
(n=3)  
Form D  
(n=3)  
Form E  
(n=3)  
Form F  
(n=7)  
Form G  
(n=3)  
Soro fi siológico  
Soro fi siológico 56ºC 
 56,9±5,9  
 49,8±2,9  
 69,9±6,8  
70,0±2,9  
 47,5±7,4  
 48,7±8,0  
 46,6±3,6  
 34,9±12,6  
 28,1±4,3  
 22,3±3,5  
 60,7±10,3  
 64,6±9,3  
 63,1±21,8  
 47,1±3,4  
Soro humano   
Soro humano 56ºC  
 61,1±3,2  
 57,0±5,7  
 76,6±5,5  
 77,4±9,5  
 37,4±10,0 
 25,2±5,6  
 37,7±13,3  
 40,4±14,7  
 21,6±5,7  
 22,1±4,9  
 65,9±4,1  
 68,4±9,2  
 51,3±14,8  
 55,6±12,7  
Plasma humano   
Plasma humano 56ºC 
 58,9±4,5  
 52,9±5,7  
 76,0±3,2  
 72,5±5,8  
 23,8±8,1  
 26,4±4,0  
 40,1±12,4  
46,4±12,4  
 18,5±5,0  
 19,2±3,1  
 62,3±3,0  
 65,5±6,2  
 51,6±10,2  
44,3±11,4  
Albumina  
Albumina 56ºC  
50,9±6,5  
 51,4±8,8  
 66,3±6,5  
 67,6±8,5  
 31,0±13,3 
 18,9±3,2  
 42,3±21,3  
51,5±11,4  
 –  
 17,6±4,6  
 59,0±4,9  
 63,3±7,7  
 66,8±4,5  
47,1±16,4  
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mana mostraram que as formulações C, D e 
E apresentaram alguma instabilidade quan-
do em presença dos fluidos biológicos testa-
dos. Estes resultados levaram -nos a excluir 
as formulações referidas, uma vez que, como 
pretendemos visualizar os linfáticos pulmo-
nares, os lipossomas devem ser estáveis 
quando em presença de meios biológicos. A 
formulação G, dado o seu conteúdo em car-
diolipina, um lípido imunogénico, foi tam-
bém excluída.
Nesta fase, apenas as formulações A, B e F 
apresentavam potencialidades para o objec-
tivo proposto.
Por outro lado, como pretendemos admi-
nistrar os lipossomas como aerossóis produ-
zidos por um nebulizador ultrassónico, estas 
três formulações foram submetidas à acção 
de ultrassons com frequência de 2,7 MHz 
durante três minutos. Os resultados dos 
efeitos dos ultrassons são apresentados na 
Fig. 5.
Os resultados deste estudo mostraram não 
haver diferenças estatisticamente significati-
vas nas fracções marcadas para as três formu-
lações, antes e após a acção dos ultrassons. 
No entanto, a formulação B parece ser a mais 
afectada pelo processo da nebulização.
Fig. 6 – Avaliação temporal das perdas do conteúdo aquoso lipossomal 
para as formulações A (n=12), B (n=7) e F (n=10) por microcromatografi a 
ascendente.
Fig. 5 – Fracção marcada para as formulações lipossómicas A, B e F, antes e depois da acção 
de ultrassons (US)
Antes US
Depois US
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A Fig. 6 mostra os resultados da avaliação 
temporal das perdas do conteúdo aquoso, 
durante um período de 5,5 horas após a se-
gunda cromatografia em gel.
A quantificação das perdas do conteúdo 
aquoso foi estudada por microcromatógrafo 
ascendente, no qual os contaminantes ra-
dioactivos migram com a frente do solvente. 
Os resultados mostraram que embora todas 
as formulações percam algum do seu conte-
údo aquoso com o tempo, a formulação F é 
a mais estável.
Com base nos resultados descritos, a formu-
lação F é a que apresenta melhor estabilida-
de temporal e resistência à acção dos ultras-
sons, tendo sido a escolhida para ser 
utilizada como agente de imagem in vivo.
A bicamada lipídica desta formulação, basea-
da na composição das diferentes túnicas dos 
esporos de Bacillus subtilis, é constituída por 
DSPC, FG, ANAM e CL (7,5:1,5:0,5:0,5).
Estudou -se também a distribuição das di-
mensões dos lipossomas da formulação F, 
obtidas a partir de concentrações lipídicas 
de 50 mg/ml depois de terem passado 20 
vezes através de duas membranas justapos-
tas de policarbonato com poros de 100 nm 
de diâmetro, utilizando a espectroscopia por 
correlação fotónica. O diâmetro médio dos 
lipossomas, para as três amostras estudadas, 
foi de 124,0 ± 32,1 nm, com um índice de 
polidispersão de 0,09.
A mobilidade electroforética e o potencial 
zeta de outras três amostras da mesma for-
mulação, obtidas por laser Doppler, foi de 
4,1 ± 0,2 m cm V -1 s -1 e 52,8 ± 3 mV, respec-
tivamente.
No sentido de avaliar os possíveis efeitos do 
envelhecimento sobre esta formulação F, 
amostras foram armazenadas durante 6 me-
ses à temperatura de 4ºC. Após este tempo, 
avaliámos de novo a distribuição dos diâme-
tros (diâmetro médio = 150,6 ± 48,2 nm), 
índice de polidispersão (0,17), mobilidade 
electroforética (4,2 ± 0,6 m cm V -1 s -1) e po-
tencial zeta (53,5 ± 6,6 mV), através das me-
todologias descritas nos materiais e métodos, 
não se tendo verificado diferenças estatitica-
mente significativas entre estes valores e os 
obtidos com os lipossomas frescos.
Os testes de citotoxicidade, realizados com 
uma população linfo monocitária humana 
por citometria de fluxo, permitem dizer que, 
em grandes concentrações, os lipossomas da 
formulação F parecem alterar a distribuição 
percentual dos mononucleares, à custa de 
uma diminuição percentual dos linfócitos. 
Contudo, apesar de se observar uma dimi-
nuição da autofluorescência, os linfócitos 
não são activados, como revela a não altera-
ção da expressão CD3. Os monócitos, na 
sua expressão CD14, parecem sofrer uma 
pequena activação. Por outro lado, em pe-
quenas concentrações, os lipossomas da for-
mulação F não induzem qualquer alteração 
nem na distribuição nem na activação de 
qualquer das duas linhas mononucleares. 
Deste modo, a avaliação da citotoxicidade 
celular permite -nos dizer que os lipossomas 
da formulação F parecem ser muito pouco 
agressivos, pois o teste de citotoxicidade 
pode ser considerado negativo (Fig. 7).
Em termos de radiotoxicidade, calculámos 
a dose absorvida pelo método da fracção 
absorvida para o caso do homem aplican-
do as regras MIRD38,39, para uma activida-
de de 111 MBq (3 mCi) depositada sobre 
a membrana alveolocapilar, durante a ina-
lação dos 99mTc -lipossomas. A dose absor-
vida obtida mostrou ser da mesma ordem 
de grandeza da que se tem quando se reali-
zam os estudos da permeabilidade alveolo-
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capilar usando técnicas de medicina nuclear 
convencional.
Depois da avaliação in vitro dos lipossomas 
da formulação F, que mostrou ser utilizável 
para o objectivo proposto, pretendemos 
analisar, face ao conhecimento rigoroso da 
sua composição, a estrutura ternária e qua-
ternária da parede dos lipossomas com o 
objectivo de estabelecer comparação com a 
parede do esporo dos Bacillus subtilis. Para 
isso calcularam -se as estruturas esteáricas 
correspondentes à mínima energia poten-
cial, tanto para a parede dos lipossomas 
como para a parede dos esporos dos bacilos. 
Aplicando um algoritmo de minimização de 
mecânica molecular, o cálculo dos raios de 
Van der Walls mostrou que a compactação 
molecular destas duas estruturas parece ser 
semelhante (Fig. 8). Acessoriamente, as ter-
minações hidrofílicas superficiais são tam-
bém semelhantes.
Estudos in vivo
Microscopia electrónica de varrimento
Para confirmar que os lipossomas estavam 
depositados sobre o epitélio alveolar, um 
rato wistar foi sujeito a inalação de aerossóis 
com os lipossomas da formulação F.
Como podemos ver na Fig. 9, vinte minutos 
após a inalação dos aerossóis com liposso-
Fig. 7 – Distribuição dos marcadores celulares para as várias culturas 
realizadas com os diversos marcadores membranares
CD3
HLA-DR
CD14
Fig. 8 – Raio de Van der Walls da parede dos lipossomas da formulação F (à esquerda) e da parede do esporo do Bacillus 
subtilis (à direita), obtidos por um algoritmo de minimização energética. Podemos apreciar a semelhante compactação 
molecular
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mas, estes encontram -se homogeneamente 
distribuídos à superfície do alvéolo pulmo-
nar. Também podemos apreciar que, uma 
vez chegados ao epitélio alveolar, os liposso-
mas parecem passar directamente através dos 
espaços intercelulares (Fig. 9a), para além de 
serem fagocitados pelos macrófagos alveola-
res e posteriormente transferidos para as vias 
linfáticas (Fig. 9b).
Estudos linfocintigráficos
Analisando as imagens obtidas durante a aqui-
sição dinâmica nos 20 porcos, vemos que é 
possível visualizar comunicações interpulmo-
nares em imagens relativamente precoces nos 
primeiros 10 minutos e localizações nodulares 
infradiafragmáticas em tempos um pouco 
mais tardios (entre os 20 e os 30 minutos).
Podemos ainda visualizar algumas localiza-
ções abdominais, a partir da meia hora.
No exemplo mostrado na Fig. 10, correspon-
dente ao porco 23, a nível torácico, 5 minutos 
após a inalação dos lipossomas são já visíveis as 
vias de drenagem hilares, interpulmonares, e 
se esboça já alguma drenagem transdiafragmá-
tica (Fig. 10-a). Nove minutos depois da inala-
ção, a drenagem interpulmonar está mais indi-
vidualizada e a transdiafragmática é já nítida 
(Fig. 10 -b). A partir dos 20 minutos começam 
a visualizar -se os gânglios periaórticos (Fig. 10-
-c). Aos 30 minutos visualizam -se gânglios da 
região hilar renal (Fig. 10 -d) e à uma hora são 
já evidentes os da região vesical.
O estudo realizado com aerossóis de 99mTc-
-HMPAO num outro animal não mostra a 
Fig. 10 – Imagens torácicas em vista posterior obtidas após 
inalação de aerossóis de 99mTc -lipossomas, no porco n.º 23. 
a) Imagem obtida 5 min depois da inalação; b) Imagem obti-
da 9 min depois da inalação; c) Imagem dos 20 min depois 
da inalação; e d) Imagem dos 30 min depois da inalação
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Fig. 9 – Imagem de microscopia electrónica de varrimento, obtida 20 minutos após a inalação de aerossóis 
com lipossomas da formulação F. a) lipossomas distribuídos homogeneamente à superfície do alvéolo 
pulmonar e espaços intercelulares; b) macrófago alveolar a fagocitar um lipossoma
a b
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visualização de qualquer tipo de gânglios 
linfáticos, apesar da dispersa actividade ab-
dominal verificada, com visualização do fí-
gado e dos rins (Fig. 11).
As imagens obtidas por linfocintigrafia indi-
recta realizada com nanocolóides de albu-
mina humana marcados com o 99mTc mos-
tram que, 17 minutos após a injecção 
interdigital e depois de movimentos passi-
vos, se visualizam os troncos linfáticos dos 
membros inferiores. Nos estudos realizados, 
o gânglio poplíteo era sistematicamente vi-
sualizado antes da meia hora, normalmente 
aos 25 minutos, e os gânglios da cadeia aór-
tica a partir dos 30 minutos (Fig. 12).
Na Fig. 13, mostram -se as imagens da re-
gião torácica em vista posterior e da região 
abdominal em vista anterior obtidas 1 hora 
e 3 horas após a inalação dos 99mTc-
-lipossomas, correspondentes ao animal n 
23. Como podemos ver, são nítidas as loca-
lizações infradiafragmáticas no hilo renal 
direito e na região pélvica, numa área cor-
respondendo à projecção da bexiga.
Para a confirmação, por visualização directa 
dos gânglios linfáticos do abdómen, dois 
animais foram sujeitos a uma linfografia in-
directa, por injecção interdigital no mem-
bro posterior esquerdo de azul-de-metileno, 
corante que drena por via linfática, seguida 
de laparotomia com dissecção abdominal.
Na Fig. 14, podemos ver as imagens preco-
ces da visualização directa correspondentes 
ao animal n.º 23, da região abdominal e pél-
vica, após injecção interdigital de azul -de-
-metileno. Podemos constatar a existência 
de duas áreas que coram intensamente de 
azul, uma na região retrovesical e outra na 
parede abdominal, mesmo sobre a bexiga, e 
que aumentam com o tempo.
A comparação das imagens abdominais ob-
tidas 60 minutos após a inalação dos 99m Tc-
-lipossomas e 60 minutos após a linfocinti-
grafia indirecta por injecção interdigital dos 
nanocolóides de albumina também marca-
Fig. 11 – Imagens em vista posterior, obtidas após a inala-
ção de aerossóis de 99mTc -HMPAO
Fig. 12 – Imagens em vista anterior, do porco n.º 15, obti-
das após a injecção interdigital de nanocolóides de albumi-
na humana marcados com 99mTc
Fig. 13 – Imagens obtidas 1 hora e 3 horas após a inalação 
de aerossóis de 99mTc -lipossomas, no animal n.º 23.
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dos pelo 99mTc permite -nos apreciar que as 
áreas visualizadas parecem estar nas mesmas 
projecções (Fig. 15).
Também no animal n.º 23, exemplo de es-
tudos que temos vindo a mostrar, realizámos 
controlo cruzado da estabilidade in vivo dos 
lipossomas. Para isso, durante a aquisição 
das imagens colheram -se amostras de san-
gue aos 5 min, 30 min, 1, 2 e 3 horas, e 
também de urina. Estas amostras foram pe-
sadas, contadas num contador de poço e 
calculadas as contagens específicas, conver-
tidas em percentagem da actividade admi-
nistrada (241 MBq), considerando como 
100% o máximo da actividade pulmonar.
Como podemos ver na Fig. 16, a actividade 
sanguínea e urinária é extremamente reduzi-
da, o que traduz uma boa estabilidade in vivo 
da formulação lipossómica F.
Também para o animal n.º 23, controlá-
mos pelas imagens a existência de locali-
zações correspondentes ao aparecimento 
de lipossomas na circulação sistémica, via 
retorno venoso, assim como a actividade 
correspondente à perda do conteúdo 
aquoso lipossómico, por biodegradação. 
Na Fig. 17, podemos ver, à esquerda, a 
distribuição ao longo do tempo da activi-
dade percentual em cada área de interesse 
desenhada nas imagens correspondentes à 
colheita da sangue e de urina. Como a 
normalização se faz relativamente à activi-
dade pulmonar, considerando 100% o 
máximo da actividade pulmonar, retirá-
mos do gráfico a coluna correspondente 
ao pulmão, o que permite uma melhor 
apreciação.
Os resultados obtidos pela análise das amos-
tras de sangue e de urina colhidas durante a 
aquisição das imagens, para um conjunto de 
8 porcos, podem ser observados na Fig. 18. 
Estas amostras foram pesadas, contadas 
num contador de poço, normalizadas para a 
actividade de uma amostra conhecida e cal-
culada a actividade percentual média, consi-
derando como 100% a actividade máxima 
pulmonar.
Como podemos ver, há alguma actividade 
sanguínea e urinária, mas em muito peque-
na quantidade, dependente obviamente das 
Fig. 14 – Imagens da linfografi a indirecta por injecção interdigital de azul-de-metileno no membro inferior esquerdo
Fig. 15 – Imagens cintigráfi cas abdominais, obtidas 60 mi-
nutos após a inalação de lipossomas marcados com 99mTc 
(à esquerda) e 60 minutos após a injecção interdigital de 
nanocolóides de albumina humana marcados com 99mTc (à 
direita)
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Sangue Urina
Fig. 16 – Gráfi co que mostra a actividade percentual das amostras de sangue e de urina, 
colhidas durante a aquisição das imagens no animal n.º 23
Actividade administrada = 241 MBq (6,51 mCi)
Fígado
Área renal
R. interpulmonar
Projecção bexiga
Aorta abdominal
Fig. 17 – Gráfi co que mostra a distribuição ao longo do tempo da actividade percentual em 
cada área de interesse no animal n.º 23. Retirou -se do gráfi co a coluna correspondente à 
actividade pulmonar
Fig. 18 – Gráfi co que mostra a actividade percentual média das amostras de sangue 
e de urina, colhidas durante a aquisição das imagens no conjunto dos 8 animais 
estudados
% × 10-5 Act. Admi.
5 min. 30 min. 1 h 2 h 3 h 4 h 6 h urina
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perdas do conteúdo aquoso, já analisadas 
pelos resultados obtidos in vitro.
Discussão e conclusões
Produção dos lipossomas
O principal objectivo deste trabalho foi pro-
duzir e caracterizar lipossomas que, após 
inalação, seriam preferencialmente drena-
dos pelos linfáticos pulmonares profundos.
O sistema linfático é indubitavelmente de 
vital importância na depuração alveolar e 
intersticial de uma diversidade de substân-
cias (partículas, poeiras e agentes patogéni-
cos) que atingem os alvéolos, as quais devem 
ser removidas de modo a facilitar as trocas 
gasosas através da membrana alveolocapilar. 
A drenagem linfática preferencial de alguns 
microrganismos presentes nas vias aéreas 
está relacionada com componentes específi-
cos presentes nas suas superfícies.
Vários estudos mostram uma sistemática e 
mais rápida drenagem linfática de compos-
tos aniónicos do que catiónicos com o mes-
mo peso molecular, o que significa que o 
endotélio pulmonar actua como uma bar-
reira positiva13, razão pela qual as sete for-
mulações que estudamos apresentaram car-
ga superficial negativa.
Como se pretendiam obter lipossomas de 
dimensões semelhantes às dos Bacillus, mas 
com um núcleo aquoso relativamente gran-
de para conterem o traçador, escolhemos os 
lipossomas unilamelares. Adicionalmente, 
como o traçador utilizado para marcar a fase 
aquosa foi o 99mTc, que tem um período fí-
sico de 6 horas, o encapsulamento do radio-
núclido foi feita depois da formação dos li-
possomas. Deste modo, os lipossomas a 
desenvolver dviam ser pequenos, unilamela-
res, e deviam ser carga negativa à superfície 
para se favorecer a sua captação linfática49. 
Por outro lado, as vesículas deviam ser fáceis 
de marcar, não imunogénicas, suficiente-
mente estáveis para permitir serosolização e 
a implementação de estudos imagiológicos 
in vivo46.
Como consequência, escolhemos a técnica 
de extrusão através de membranas de policar-
bonato com poros de 100 nm de diâmetro e 
marcação após a formação dos lipossomas, 
imediatamente antes da sua administração. 
Segundo vários autores, a extrusão repetida 
de vesículas multilamelares acima de tempe-
ratura de transição de fase é uma técnica de 
fácil execução e reprodutível que permite a 
obtenção de vesículas unilamelares de dimen-
sões homogéneas a partir de fosfatidilcolinas 
de cadeias longas saturadas e que apresentam 
boa eficiência de marcação8,26,27,28,41,49. Aces-
soriamente, o facto de a extrusão sob pressões 
moderadas não utilizar solventes orgânicos 
ou detergentes, traduz -se numa vantagem 
adicional, pois como estes lipossomas se des-
tinam a serem administrados por via inalató-
ria, diminui -se a ocorrência de reacções alér-
gicas do epitélio broncoalveolar. A extrusão 
sob pressões moderadas pode aplicar -se mes-
mo com fosfolípidos de cadeia longa saturada 
desde que a temperatura da extrusão seja su-
perior à temperatura de transição de fase17.
Como se pretendia utilizar uma técnica de 
marcação rápida e com boa eficiência de mar-
cação, a nossa escolha foi o 99mTc -HMPAO 
adicionado aos lipossomas, que já contêm 
glutatião reduzido na fase aquosa25,38,50.
Embora, em geral, os presentes resultados 
estejam de acordo com os obtidos por alguns 
autores, observou -se alguma dependência da 
eficiência de marcação com a composição 
lipídica da bicamada (desde 28,1 ± 4,3% 
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para a formulação E, até 80,3 ± 15,3% para 
a formulação F, como se mostra na Fig. 4), 
apesar de todas as formulações conterem o 
DSPC, lípido de cadeia longa saturada. Os 
lípidos de cadeia longa saturada são os reco-
mendados por vários autores quando se pre-
tendem utilizar lipossomas estáveis como 
transportadores de fármacos. Estes lípidos 
estão igualmente associados a uma maior es-
tabilidade dos lipossomas in vivo15. No en-
tanto, a adição de estabilizadores de mem-
brana, como o colesterol e derivados de 
aminoaçúcares22,51,52, são outros factores ca-
pazes de influenciar o comportamento dos 
lipossomas, como confirmam os presentes 
resultados (Quadro I e Fig. 5).
As formulações que contêm cardiolipina são 
as que apresentam menor eficiência de mar-
cação, o que provavelmente está relacionado 
com a elevada carga negativa à superfície nes-
tas formulações. A presença de colesterol não 
melhora a eficiência de marcação (Formula-
ção E = 28,1 ± 4,3%), a não ser quando adi-
cionado em simultâneo com um resíduo 
(Formulação G = 63,2 ± 21,8%). Nas formu-
lações com menor carga negativa à superfície 
(A, B e F) que têm como lípido negativo o 
FG, a eficiência de marcação melhorou.
É sabido que a composição lipídica influen-
cia a estabilidade in vivo dos lipossomas. Os 
presentes resultados da estabilidade in vivo 
mostraram que a composição fosfolipídica e 
as propriedades químicas dos lipossomas 
determinam a sua vulnerabilidade aos efei-
tos disruptivos do soro e do plasma huma-
nos14. De facto, verificámos que tanto o soro 
como o plasma humanos induzem uma di-
minuição da fracção marcada nas formula-
ções C, D e E, apesar de só a formulação C 
apresentar valores estatisticamente significa-
tivos (t=2,4; p=0,05 para o soro humano; 
t=2,0; p=0,05 para a solução de albumina 
humana). Nas restantes formulações (A, B, 
F e G), houve um aumento da eficiência de 
marcação na presença de soro e plasma hu-
manos, com diferenças estatisticamente sig-
nificativas para as formulações A (t=3,2; 
p=0,01 para o soro e plasma humanos) e G 
(t=2,8; p=0,01 para a solução de albumina 
humana). Estes resultados levaram -nos a 
concluir que para estas quatro formulações 
os fluidos biológicos não induziram perdas 
do seu conteúdo aquoso.
Os resultados dos estudos de estabilidade 
associados aos da eficiência de marcação 
permitiram -nos excluir as formulações C, D 
e E. Adicionalmente, como para o objectivo 
proposto, a formulação lipossomal teria que 
ser imunologicamente inactiva; a formula-
ção G foi também excluída.
Para verificar a estabilidade das restantes 
formulações (A, B e F) à nebulização ultras-
sónica, a eficiência de marcação dessas for-
mulações foram avaliadas antes e imediata-
mente após serem aujeitas à acção de 
ultrassons de 2,7 MHz durante 3 min. Os 
resultados obtidos (Fig. 5) não mostraram 
diferenças estatisticamente significativas nas 
eficiências de marcação antes e após a acção 
dos ultrassons46,52,53. Esta estabilidade à ac-
ção dos ultrassons é de crucial importância, 
uma vez que a sua administração se faz por 
via inalatória sob a forma de aerossol.
Estudamos igualmente nestas formulações 
as perdas de material encapsulado durante 
um período de 5,30 horas imediatamente a 
seguir à segunda cromatografia por exclusão 
molecular. Esta avaliação mostrou ser a for-
mulação F a que apresentava maior estabili-
dade temporal (Fig. 6), o que pode estar re-
lacionado com a presença simultânea de 
colesterol e ácido N -acetil murâmico. A for-
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mulação B foi a que apresentou pior estabi-
lidade temporal, cuja diferença relativamen-
te à composição da formulação F é a ausência 
de colesterol. A formulação A, com ácido 
glutâmico, mas também sem colesterol, teve 
um comportamento semelhante ao da for-
mulação B. De acordo com estes resultados, 
a formulação F foi selccionada como o can-
didato mais promissor.
A escolha da correcta composição lipídica 
para produzir lipossomas, como transporta-
dores de radiofármacos, para a visualização 
dos linfáticos pulmonares, a serem adminis-
trados por via inalatória sob a forma de ae-
rossol, obedeceu a vários critérios: serem 
drenados especificamente pelos linfáticos 
pulmonares, serem fáceis de marcar e terem 
boa eficiência de marcação, serem estáveis 
em fluidos biológicos, não induzirem res-
postas imunes e serem resistentes à acção de 
ultrassons. Os resultados dos testes in vivo 
descritos na secção 3 permitiram concluir 
que a formulação F (DSPC:FG: ANAM:CL) 
era a que reunia as características requeridas 
para o objectivo proposto.
Esta formulação foi posteriormente subme-
tida a outros testes in vitro para uma melhor 
caracterização físicoquímica.
Segundo Nayar17, a extrusão com pressões 
moderadas e à temperatura acima da tempe-
ratura de transição de fase dos lípidos permi-
te obter lipossomas unilamelares de tamanho 
definido, a partir de fosfatidilcolinas de ca-
deia longa saturada, sem a utilização de sol-
ventes orgânicos, detergentes ou sonicação29.
Um modelo molecular de uma pequena por-
ção da parede das vesículas da formulação F 
é comparado com o modelo de uma secção 
semelhante da parede do esporo dos Bacillus 
subtilis e mostrado na Fig. 2. As estruturas 
foram calculadas para a mínima energia 
(MM2) através do uso de um algoritmo de 
mecânica molecular (CACHe, Oxford Mo-
lecular, Oxford, UK), até as difernças ener-
géticas seren inferiores a 0,01 kcal/mol.
O diâmetro médio medido em três amostras 
frescas da formulação F por dispersão quase 
elástica da luz foi de 124 ± 32,1 nm com um 
índice de polidispersão de 0,09. Valores se-
melhantes foram obtidos em amostras enve-
lhecidas durante 6 meses à temperatura de 
4ºC (150,6 ± 48,2 nm, com um índice de 
polidispersão de 0,17). Deste modo, prová-
mos que a manutenção de um diâmetro ho-
mogéneo durante um período de 6 meses 
está relacionado com a presença de DSPC 
associado com a pequena percentagem de 
colesterol.
Medimos igualmente a carga à superfície 
dos lipossomas da formulação F, tanto fres-
cos como envelhecidos durante 6 meses à 
temperatura de 4º C, com laser Doppler. Os 
resultados obtidos, confirmaram a carga ne-
gativa e mostraram não haver diferenças es-
tatisticamente significativas, antes e após 
envelhecimento.
Estes resultados são de particular importân-
cia, pois mostram a adequação da formula-
ção para a produção de um futuro kit, para 
utilização corrente em serviços de medicina 
nuclear na visualização da drenagem linfáti-
ca pulmonar.
Em resumo, a formulação lipossómica F de-
senvolvida demonstrou ter as propriedades 
fisicoquímicas e radiofarmacológicas que a 
tornam um traçador promissor para estudos 
de imagem funcional das cadeias linfáticas 
pulmonares profundas. Simultaneamente, 
os lipossomas marcados também mostram 
perfis de estabilidade e de toxicidade com-
patíveis com o seu uso em humanos, para a 
avaliação da drenagem linfática pulmonar 
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em utilização corrente em serviços de medi-
cina nuclear.
Estudos in vivo
Um dos objectivos deste trabalho é desen-
volver uma metodologia que permita, com 
um mínimo de invasibilidade, estudar as vias 
de drenagem linfática pulmonar profundas, 
que podem estar envolvidas em numerosas 
patologias pulmonares. O pretendermos ad-
ministrar o traçador como serossóis é parte 
importante desse objectivo. Porém, esse pro-
pósito implica que os lipossomas transporta-
dores do emissor gama devam atingir os lin-
fáticos justaalveolares e os capilares linfáticos 
associados aos bronquíolos respiratórios, isto 
é, os lipossomas têm que atingir a zona respi-
ratória do pulmão.
De um modo geral, pode dizer -se que a de-
posição das partículas com diâmetros supe-
riores a 1 μm ocorre antes do compartimen-
to pulmonar. Partículas com diâmetros 
inferiores a 1 μm depositam -se principal-
mente por acção da difusão no comparti-
mento pulmonar. Partículas em que uma 
dimensão predomina sobre as restantes, 
como os bacilos, tendem a seguir a corrente 
aérea, deslocando -se com os seus eixos lon-
gos paralelos à direcção do movimento, o 
que as torna mais dependentes do seu eixo 
menor.
Este facto provoca uma deposição mais pe-
riférica do que a que seria de esperar54.
Como os lipossomas são esféricos, contra-
riamente aos bacilos, devem ter diâmetros 
inferiores a 1 μm, o que está de acordo com 
as dimensões obtidas para os lipossomas da 
formulação F, quando foram medidos por 
dispersão quase elástica da luz (diâmetro 
médio = 124 ±32,1 nm). Com estas dimen-
sões, os lipossomas têm a capacidade de 
atingir o compartimento pulmonar, como 
foi confirmado por microscopia electrónica 
de varrimento.
Uma vez atingido o compartimento pulmo-
nar, a depuração de partículas estranhas para 
os linfáticos justaalveolares e capilares linfá-
ticos associados aos bronquíolos respirató-
rios pode ser realizada por várias vias8. No 
caso dos lipossomas desenvolvidos, os estu-
dos de microscopia electrónica realizados 
parecem comprovar a fagocitose por macró-
fagos alveolares (Fig. 9 b) e a transferência 
directa através das junções intercelulares 
(Fig. 9 a) via interstício pulmonar.
Os estudos linfocintigráficos indirectos, rea-
lizados em 20 suínos, com os lipossomas da 
formulação F marcados com 99mTc -HMPAO, 
mostram que a depuração alveolar é bastante 
rápida. De facto, o período de desintegração 
efectivo a nível pulmonar é de 45 minutos.
Com este tempo de decaimento, é possível, 
como prova o modelo experimental desen-
volvido, a avaliação da área torácica. Nos 20 
suínos estudados, os tempos médios para a 
visualização de estruturas linfáticas, após a 
inalação dos lipossomas, foi de 5 minutos 
para as vias de drenagem hilares e vias inter-
pulmonares. Nesta altura, as vias de drena-
gem transdiafragmática já se esboçam, 
individualizando -se pelos 10 minutos. Os 
gânglios da cadeia aórtica são visíveis aos 20 
minutos e os da região hilar real aos 30 mi-
nutos. Pensamos que a visualização de vias 
de drenagem linfáticas descendentes trans-
diafragmáticas, pouco tempo após a inalação 
do aerossol, é uma achega importante que 
este método oferece. Concomitantemente, a 
visualização em tempos mais tardios de loca-
lizações pélvicas, permite -nos supor a exis-
tência de vias de drenagem linfáticas acessó-
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rias, que podem ter importância aquando de 
um estadiamento tumoral.
As localizações abdominais e pélvicas, nomea-
 damente as que correspondem às áreas de 
projecção renal e da bexiga, levantaram al-
guns problemas interpretativos. Se, por um 
lado, a estabilidade in vitro dos lipossomas 
nos levava a pensar em localizações associa-
das à drenagem linfática, as próprias localiza-
ções levavam a pensar em degradação liposso-
mal in vivo. Para despistar esta possibilidade, 
foram efectuadas colheitas de amostras de 
sangue aos 5 min, 30 min, 1, 2 e 3 horas e 
também de urina, num conjunto de oito 
animais, durante a realização do exame. As 
contagens obtidas em contador de poço des-
tas amostram foram normalizadas em rela-
ção à actividade administrada, considerando 
como 100 % o máximo da actividade pul-
monar. A insignificante actividade específica 
encontrada nestas amostras (aproximada-
mente 10 -5% da actividade administrada) 
prova que os lipossomas praticamente não 
libertam conteúdo aquoso. Este, sendo hi-
drossolúvel, passaria para o sangue e seria 
excretado para a urina por via renal. Desta 
maneira, as localizações na área renal e na 
área de projecção da bexiga não traduzem 
actividade sanguínea nem urinária.
Esta certeza foi confirmada pelas linfogra-
fias indirectas com azul-de-metileno, que 
por visualização directa da drenagem linfáti-
ca esclareceu aquelas localizações (Fig. 14). 
Assim, na região pélvica, podemos ver duas 
áreas coradas de azul, uma na região retrove-
sical e outra na parede abdominal sobre a 
bexiga, e, na área de projecção renal e hilo 
renal, uma intensa rede linfática. A análise 
realizada nas áreas de interesse desenhadas 
nas imagens de aquisição, para verificar se 
haveria localizações correspondentes ao apa-
recimento de lipossomas na circulação sisté-
mica, via retorno venoso, assim como acti-
vidade correspondente à perda do conteúdo 
aquoso lipossómico, por degradação, veio 
também a confirmar estes resultados. Aces-
soriamente, a localização dos gânglios linfá-
ticos abdominais foi confirmada por linfo-
cintigrafia indirecta com nanocolóides de 
albumina humana marcados com o 99mTc, 
traçador específico da drenagem linfática e 
gânglios linfáticos. A comparação destas 
imagens com as obtidas com os aerossóis de 
lipossomas, permitem -nos dizer que a partir 
da 1,30 horas não é acrescentada informa-
ção significativa, pelo que a duração do exa-
me é relativamente curta.
A certeza dos resultados obtidos foi analisa-
da em termos estatísticos, tendo por base as 
actividades detectadas nas localizações no-
dulares, assim como a actividade de fundo. 
As relações sinal -ruído, correspondentes aos 
nódulos linfáticos na altura de maior activi-
dade, apresentam valores que variam de 5 a 
valores algumas ordens de grandeza superio-
res, tendo os erros estatísticos sido, sistema-
ticamente, dentro dos limites aceitáveis em 
experimentação.
Podemos concluir dizendo que esta formu-
lação lipossómica F, que mostrou não ser 
citotóxica, ser estável ao longo do tempo 
mantendo o seu conteúdo aquoso, com ma-
nutenção das suas características físicas e 
com uma especificidade acentuada para a 
drenagem linfática pulmonar profunda, pa-
rece ter interesse no uso humano para a vi-
sualização e avaliação dinâmica da drena-
gem linfática pulmonar profunda.
De um modo geral, podemos dizer que 
sempre que haja patologia pulmonar com 
compromisso linfático profundo associado, 
o seu estudo é possível e desejável, e o méto-
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do apresentado é uma possibilidade que se 
perspectiva como real. Parece -nos que a vi-
sualização das vias de drenagem transdia-
fragmáticas descendentes precoces acrescen-
ta alguma informação, que pode ter 
primordial importância aquando do esta-
diamento tumoral.
Dadas as características de estabilidade ao 
longo do tempo destes lipossomas, é possí-
vel tê -los feitos e armazenados, como um 
kit, prontos a serem utilizados. De facto, a 
metodologia desenvolvida de marcação após 
a formação dos lipossomas permite manter 
um liofilizado, pronto a usar para marcação 
radioisotópica, facilitando enormemente a 
sua aplicação prática.
A possibilidade de termos nanorradiolipos-
somas modulados molecularmente de modo 
a terem especificidade para órgãos ou teci-
dos pode abrir perspectivas a novas técnicas 
de diagnóstico e terapêutica.
De facto, este trabalho mostrou que é possível 
produzir nanorradiolipossomas específicos 
para órgãos ou tecidos, úteis não só em inves-
tigação básica mas também para propósitos 
diagnósticos e/ou terapêuticos. Esta conclu-
são é confirmada pela versatilidade que os li-
possomas modulados adquirem. Futuramen-
te, o seu uso pode maximizar as acções dos 
fármacos ou mesmo potenciá -las, minimizan-
do o aparecimento dos efeitos secundários.
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